Aislamiento de cepas nativas bacterianas a partir de biopelícula obtenida de un sitio de vertimiento de aguas residuales con alto contenido de cromo by Martínez Yepes, Maribel
  1 
INTRODUCCIÓN 
 
A nivel mundial, las curtiembres representan un serio problema ambiental por que 
utilizan sales de cromo en el proceso de curtición del cuero, y este finalmente  es 
vertido a las fuentes de agua, en cuanto a este problema la legislación ambiental 
de los países desarrollados es prohibitiva y estos en muchos casos contratan la 
curtición del cuero a terceros, generalmente industrias ubicadas en países en vía 
de desarrollo, como Colombia, los cuales poseen una tecnología obsoleta  para 
descontaminar los efluentes industriales y en donde se carece de leyes 
ambientales de altos estándares (Santos et al.,  2007 y Sanz et al.,  2007). 
En los vertimientos industriales se encuentra una gran variedad de contaminantes, 
siendo los metales pesados un grupo que merece especial atención, presentan 
masa atómica elevada, densidad superior a 4.5 g/cm3 y a determinadas 
concentraciones suelen ser tóxicos, además, al no ser degradables genera 
incertidumbre su permanencia en el ambiente, no pudiendo desconocerse que 
representan un serio problema ambiental (Rodríguez, 2005). 
Lo anterior, motivó el tema de una investigación básica: la búsqueda de bacterias 
nativas potencialmente biorremediadoras de cromo en aguas contaminadas, en el 
contexto de las nuevas tecnologías, entre las cuales la biorremediación se ha 
posicionado en el mundo como la más promisoria tanto por razones costo 
beneficio como ecológicas.  
Para realizar este trabajo, se eligió un sitio de vertimiento de aguas residuales con 
alto contenido de cromo, en una empresa curtiembrera del área metropolitana del 
departamento de Antioquia; lo cual se sustentó en reportes locales sobre el amplio 
uso de este metal en ese tipo de industria y en la existencia comprobada de 
importantes fuentes de contaminación hídrica. 
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La investigación se llevó a cabo en cuatro fases: en la primera se realizaron 
muestreos preliminares en las aguas residuales de la empresa curtiembrera; en la 
segunda, se colocaron dispositivos en el sitio de vertimiento de cromo de la 
empresa para el desarrollo de la biopelícula microbiana, además, de recopilarse 
datos fisicoquímicos como: pH, potencial redox (E´), temperatura y oxigeno 
disuelto; en la tercera se realizo el aislamiento de las cepas bacterianas tolerantes 
al cromo hexavalente (Cr(VI) en el Laboratorio de Microbiología Industrial de la 
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín y la cuarta los ensayos 
fisicoquímicos para determinar la resistencia al Cr(VI) de las cepas bacterianas 
tolerantes. 
Se aislaron un total de 8 cepas: 2 de ellas se comportaron como Micrococcus sp, 
una gram positiva de apariencia micelar y por tal razón nominada por nosotros 
como MBA y 5 bacilos gram positivos esporulados, de los cuales 4 se 
caracterizaron con el Kit API Biomeriux como: Bacillus cereus 98.7%, Brevibacillus 
brevis 98.1%, Bacillus stearothermophilus 97.7%, y Bacillus megaterium 95.8%.; Y 
uno que no fue posible caracterizar denominado, MBB1. 
A cada uno de los aislados se les evalúo la resistencia al Cr(VI) mediante ensayos 
fisicoquímicos en un caldo LB (Luria Bertani) modificado y enriquecido con Cr(VI), 
a 30°C, pH 7.8, 180 rpm y en aerobiosis. Las cepas de mejor rendimiento fueron 
Bacillus cereus, MBB1 y MBA, las dos ultimas denominadas así en alusión 
morfológica a una cepa de bacilos gram positivos esporulados y a una cepa de 
bacilos gram positivos de apariencia micelar respectivamente. La cepa MBA 
obtuvo el mayor porcentaje de reducción total del Cr(VI), 99.82% a las 336 horas, 
pero la de mayor remoción en el menor tiempo posible fue la cepa de Bacillus 
cereus, con 99.78% de remoción de Cr(VI) en 96 horas, seguida por la cepa 
MBB1, con 99.71% de remoción de Cr(VI) en 144 horas. 
Con las cepas MBB1, Bacillus cereus y MBA se continuaron los ensayos 
fisicoquímicos a diferentes pHs y concentraciones de Cr(VI), y además se incluyó, 
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en los ensayos un cultivo bacteriano mixto (MBB1, Bacillus cereus y MBA), 
favoreciéndose la remoción de Cr(VI) para todos los cultivos a pH alcalino.
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1. MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 
 
La industrialización y las tecnologías de producción no acordes con las 
necesidades ambientales, generan contaminantes que se dispersan en los suelos, 
el agua y el aire. Entre estos, los metales pesados son un grupo especialmente 
preocupante por no ser química ni biológicamente degradables, además, su 
impacto en el ambiente es impredecible, si se tiene en cuenta que la especie que 
predominará del metal y su solubilidad dependerá a su vez, de condiciones 
fisicoquímicas y biológicas propias del medio al que haya sido liberado (Adeniji, 
2004 y Zawadzka et al., 2007).  
La concentración en disolución es el indicador más importante para tratar de 
predecir el comportamiento de un metal, es decir su movilidad, biodisponibilidad y 
toxicidad; así, la solución mas concentrada será la de impacto mas negativo sobre 
el ambiente (Warren, 2005). 
Entre los metales pesados de gran interés ambiental se encuentra el cromo, de 
uso común en la industria de manufacturas, el cual se puede emplear como sal de 
Cr(III) o sal de Cr(VI); la primera es poco soluble y menos tóxica y la segunda es 
muy soluble y es un potente mutágeno. Para la remoción tanto del Cr(III) como del 
Cr(VI) de las aguas residuales se requieren métodos químicos y físicos, entre los 
que se encuentran el ajuste del pH, la precipitación, las reacciones de oxido-
reducción, la adsorción y el intercambio iónico; todos ellos muy específicos y cuya 
aplicación se dificulta en vertimientos que contienen desechos químicos y 
orgánicos (Ball et al., 1998, Castaño, 1998, Echavarría y otros, 1998, Cotoruelo y 
otros, 1999). 
En los vertimientos industriales se llevan a cabo interacciones bioquímicas y se 
desarrollan poblaciones microbianas que metabolizan sustancias orgánicas e 
inorgánicas, interviniendo drásticamente de esta manera en la disolución o 
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precipitación de los metales, a su vez, las condiciones geoquímicas determinan la 
viabilidad, actividad y crecimiento microbiano. Por lo tanto, se debería aprovechar 
la microbiota in situ para remover la contaminación por metales pesados, a través 
de la biorremediación 
 
1.1   BIORREMEDIACIÓN 
Es una tecnología que aprovecha el potencial de los microorganismos que 
persisten en ambientes desfavorables, para remover, extraer, degradar o 
trasformar compuestos orgánicos e inorgánicos; es así, como se movilizan los 
metales pesados, pasándolos de un estado inicial insoluble a un estado final 
soluble, proceso conocido como lixiviación microbiana, o se inmovilizan 
pasándolos de un estado soluble inicial a uno insoluble final en fase sólida, estas 
transformaciones dependen del estado de oxidación y de la especie del metal que 
esté conformando (Vullo, 2003, Adeniji, 2004, Madigan et al., 2004). 
Se pueden encontrar microorganismos resistentes y/o tolerantes a los metales 
pesados; en el caso de los tolerantes indiferentes a su presencia o ausencia, 
facultad que puede ser mediada por plásmidos, en tanto, los microorganismos 
resistentes poseen mecanismos de detoxificación inducidos por el metal. La 
tolerancia y resistencia se deben a fenómenos de biosorción, bioacumulación, 
biotransformación, biomineralización y quimiosorción (Clausen, 2000, Vullo, 2003, 
Madigan et al., 2004).  
La biosorción es un fenómeno en el que los ligandos expuestos sobre la biomasa 
microbiana establecen interacciones fisicoquímicas con el metal. Mientras en la 
bioacumulación un sistema de transporte de membrana lo introduce en el 
citoplasma, otro lo inmoviliza en vacuolas, o proteínas ricas en grupos sulfhídrilos, 
llamadas metalotionínas lo secuestran (Vullo, 2003, Adeniji, 2004).  
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En el caso de la biotransformación, se produce en el metal un cambio químico en 
el estado de oxidación o metilación, que es mediado por enzimas microbianas, lo 
que da como resultado compuestos poco solubles o compuestos volátiles; estas 
enzimas in vitro, pueden tener su actividad máxima bajo condiciones diferentes a 
las óptimas de crecimiento del microorganismo (Park et al., 2000, Vullo, 2003). 
De otra parte en la biomineralización una bomba expulsa el metal tóxico presente 
en el citoplasma hacia el exterior celular, en contracorriente a un flujo de H+ hacia 
el interior celular, lo que produce una alcalinización localizada sobre la superficie 
celular externa, y la precipitación del metal, esto involucra un mecanismo 
microbiano de resistencia codificado en plásmidos. Por ultimo, en la quimiosorción 
los microorganismos forman un deposito primario de un metal, que funciona como 
un núcleo de cristalización que promueve y acelera la biomineralización de éste 
(Vullo, 2003, Madigan et al., 2004, Gao et al., 2006). 
Un mecanismo de persistencia de los microorganismos a las condiciones adversas 
consiste en modificar su metabolismo, sus tasas de crecimiento o agregarse, 
formando la biopelícula para sobrevivir (Stewart, 2003, Harrison et al., 2005 y 
Martínez et al., 2006, Molokwane, P.E., Nkhalambayausi-chirwa, E.M., 2009). 
 
1.2  BIOPELÍCULA 
Es la agregación y encapsulación de los microorganismos por medio de una 
sustancia polimérica extracelular (SPE) en una estructura compleja de 
microhabitats en distribución espacial de diferentes microorganismos con 
metabolismos sinérgicos y tasas de crecimiento lentas, lo cual permite que en su 
interior se produzcan y mantengan condiciones químicas favorables al crecimiento 
de poblaciones especificas (Morris et al., 1998, Watnick et al., 2000, Stewart , 
2003 y Martínez et al., 2006). 
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La biopelícula tiene un gran impacto en la resistencia al estrés, en el intercambio 
metabólico y genético y en la plasticidad fenotípica, y hace de ella, una buena 
candidata para el desarrollo de procesos de biorremediación, como para la 
búsqueda de bacterias resistentes y/o tolerantes a contaminantes. Además, la 
formación de biopelícula hace parte del ciclo de vida natural de las bacterias y 
juega un rol preponderante en los ciclos biogeoquímicos de los metales, en donde 
estas son las más eficientes recicladoras del ambiente (Ferris et al., 1989, Morris 
et al., 1998, Watnick et al., 2000, Stewart, 2003, Harrison et al., 2005, Dynes et al., 
2006, Priester et al., 2006 y Martínez et al., 2006). 
Las biopelículas son comunes en ambientes contaminados con metales, en 
donde, el comportamiento de estos es controlado por un orden complejo y 
cambiante de procesos que incluyen transformaciones redox, 
precipitación/disolución y  reacciones de adsorción/desadsorción, todo 
íntimamente ligado al estado geoquímico del sistema y selectivamente 
influenciado por la actividad microbiana. Una de las ventajas mas interesantes, es 
la transferencia horizontal de material genético que puede ocurrir a tasas elevadas 
y por fenómenos de conjugación (Watnick et al., 2000,  Warren, 2005 y Martínez et 
al., 2006). 
El fenómeno de tolerancia de la biopelícula se presume que esta mediado por el 
desarrollo de las subpoblaciones microbianas persistentes, asociadas con 
fenotipos de crecimiento lento y que estas “persistentes” no son mutantes, sino 
células sobrevivientes especializadas producidas por una población 
genéticamente homogénea. Así, la persistencia puede ser parte de un mecanismo 
altamente conservado y generalizado de tolerancia microbiana a la amenaza 
ambiental (Stewart, 2003, Harrison et al., 2005 y Martínez et al., 2006). 
En los últimos años, la biopelícula se ha constituido como una fuente inagotable 
de microorganismos: hongos, algas, protozoos y bacterias con potencial 
biorremediador, los cuales son aislados en el laboratorio y experimentalmente 
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ensayados algunas veces bajo las condiciones  fisicoquímicas y/o biológicas del 
sitio del cual han sido extraídos (Clausen, C.A, 2000, Park et al., 2000, Camargo 
et al., 2003, Megharaj et al., 2003, Ackerley et al., 2004, Camargo et al., 2005, 
Donmez y Kocberber, 2005, Harrison et al., 2005, Higuera et al., 2005, Pal et al., 
2005, Rodriguez Rosario, 2005, Acevedo y otros, 2006, Ackerley et al., 2006, Gao 
et al., 2006, Lee et al ., 2006, Lin et al., 2006, Martínez et al., 2006, Quan et al., 
2006, Tacker et al., 2006, Morales y otros, 2007, Zawadzka et al., 2007, Cheng, 
G., Li,X., 2009, Muneer et al., 2009, Verma et al., 2009, Zahoor, A., Rehman, A., 
2009). 
 
1.3  PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS DEL CROMO 
Elemento químico de número atómico 24 que pertenece al grupo VI B de la tabla 
periódica, situado entre los grupos IIA y IIIA, dentro de los llamados metales de 
transición; sus estados de oxidación van desde (-II) hasta (VI), pero solo el (III) y el 
(VI) alcanzan estabilidad (Tabla 1). Cuyas propiedades físicas son: peso atómico: 
51.996  g/mol; densidad 7.19 g/cm3; punto de fusión: 1.857ºC y punto de ebullición 
2665ºC., de color blanco argentino en las superficies de exfoliación reciente y en 
estado amorfo es un polvo gris claro resplandeciente soluble en ácido sulfúrico 
(Téllez y otros, 2004). 
Tabla  1. Compuestos de cromo según su estado de oxidación. Tomado de  Téllez  
y otros, 2004. 
Compuesto Fórmula Estado de oxidación
Oxido cromoso CrO 2+
Hidroxido cromoso Cr(OH)2 2+
Tetroxido crómico CrO2 4+
Pentoxido crómico CrO5 5+
Oxido crómico Cr2O3 3+
Hidroxido crómico Cr2O3xH2O 3+
Cromitas (Cr2O4)
2
3+
Anhídrido crómico CrO3 6+
Cromatos (CrO4)
2
 y (Cr2O7)
2
6+  
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En la naturaleza, la concentración promedio de cromo es muy variables, es así, 
como en el océano es de 0.05 µg/L y en las aguas continentales de 500 µg/L, 
llegando a alcanzar 7.5 mg/L a un pH de 12.5. Se encuentra distribuido 
ampliamente como cromita (FeOCr2O3) o piedra de cromo férrico. En Colombia, se 
presentan reservas de cromo en los departamentos de Córdoba, Chocó y 
Antioquia, en este último, se han explotado en los municipios de Bello y San 
Pedro, con fines metalúrgicos y químicos (Ball et al., 1998, Téllez y otros, 2004). 
En el cromo, la especiación, el grado de adsorción y disolución están fuertemente 
influenciados por la solución, el potencial redox y el pH. El Cr(VI) predomina bajo 
condiciones fuertemente oxidantes y el Cr(III) bajo condiciones reductoras (Figura 
1). La reducción de Cr(VI) a Cr(III) que se produce por los sedimentos orgánicos 
es lenta y depende del tipo y cantidad del material orgánico. La precipitación de 
los hidróxidos de Cr(III) y la presencia de minerales insolubles que contengan 
hierro o sulfatos limitan su concentración en aguas no contaminadas (Ball et 
al.,1998, Adeniji, 2004, U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN 
SERVICES. 2008). 
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Figura 1.  Potenciales estándar de reducción para soluciones acuosas de cromo. 
Tomado de Winter Mark. Chromium compounds: Standard Reduction Potentials. 
 
1.4  USO DEL CROMO EN LA INDUSTRIA 
Los procesos industriales constituyen la primera fuente de emisión de cromo al 
ambiente, así, la combustión de carbón y aceite aporta cerca de 1723 toneladas 
métricas de cromo por año en emisiones atmosféricas. En el mundo, las 
principales actividades industriales que utilizan el cromo como materia prima son: 
la industria metalúrgica, la química y la refractaria. En cambio, en Colombia, son 
de particular importancia la industria curtiembrera y la de las construcciones 
(Tabla 2). Datos oficiales reportan en el país aproximadamente 800 curtiembres 
funcionando (Téllez y otros, 2004, U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN 
SERVICES,  2008,  Cuberos y otros, 2009).  
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En Colombia, la exposición ocupacional al cromo ocurre principalmente en la 
industria curtiembrera y presenta un cuadro de enfermedades agudas y crónicas 
muy variadas como: hipertrofia de cornetes nasales acompañado de inflamación e 
irritación de la mucosa nasal, dermatitis, conjuntivitis entre otras. Y si bien se han 
descrito estas patologías como un riesgo preponderantemente ocupacional, 
actualmente, se considera que la población en general que reside en la cercanía a 
los centros de producción, podría estar expuesta a niveles altos de cromo tanto o 
más que la población ocupacionalmente expuesta, lo que puede deberse 
principalmente a la contaminación ambiental del agua, el suelo y el  aire con este 
metal (Adeniji, 2004, Téllez y otros, 2004, U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND 
HUMAN SERVICES. 2008,  Cuberos y otros, 2009).  
Tabla  2. Compuestos de cromo según su actividad industrial. Tomado de Téllez y 
otros, 2004, con adaptaciones. 
INDUSTRIA COMPUESTOS DE CROMO
Refinado de cromo Cromato
Artes gráficas Ácido crómico – dicromato sodio
Metalurgia Oxido cromico y cromatos
Pintores, decoradores, artes
gráficas,textiles, gomas, vidrios,
porcelana
Oxido verde de cromo, hidróxido de
cromo, verde cromato de zinc,
cromato de plomo 
Motores diesel, calderas y sistemas
de aire acondicionado Dicromatos alcalinos 
Tintes para madera, carpintería,
minería Dicromatos alcalinos
Producción del cemento, industria de
construcción Cromatos
Amas de casa, lavanderas,
limpiadores Cromatos
Industria textil Cromatos
Industria del cuero y calzado
Sulfato de cromo, aluminato de
cromo  
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1.5        INDUSTRIA CURTIEMBRERA Y PLANES ESTRATEGICOS SOBRE LA 
MINIMIZACIÒN DE RESIDUOS CONTAMINANTES EN COLOMBIA 
En el año 2004, en Colombia,  el Centro Nacional de Producción Más Limpia creo 
el Sistema de Referencia Ambiental Sectorial - Proyecto Gestión Ambiental, en el 
Sector Curtiembre, pretendiendo un enfoque integral y contando con indicadores 
que sirvan a los siguientes propósitos: establecer objetivos y metas de 
mejoramiento interno, sugerir alternativas de intervención tecnológica para el 
mejoramiento del desempeño de los procesos de producción, informar el grado de 
cumplimiento de los requisitos ambientales legales y demostrar el cumplimiento de 
los requisitos del producto (CENTRO NACIONAL DE PRODUCCION MAS 
LIMPIA, 2004). 
El sistema de indicadores para el proceso productivo toma en cuenta el 
desempeño en tres ámbitos: gestión ambiental, resultado financiero de las 
actividades ambientales y procesos de producción del cuero; los indicadores del 
sistema son importantes porque entre otras cosas rescatan los límites máximos 
internacionales de Cr(VI), 3 mg/kg, permitidos en el cuero y además según el 
indicador utilizado: Parámetros del agua residual de las curtiembres – cantidad de 
cromo en mg/L, se demuestra que el cromo en los vertimientos al mezclarse con 
las proteínas forma precipitados altamente resistentes al rompimiento biológico de 
las bacterias, que obstruyen los procesos de tratamiento de las aguas residuales y 
aumentan la generación de lodos (CENTRO NACIONAL DE PRODUCCION MAS 
LIMPIA, 2004).  
Por otra parte, la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá ha venido 
desarrollando un Plan Estratégico en las Curtiembres de Villapinzón: 
Competitividad e Innovación en la cadena Productiva del Cuero, que se ha 
enfocado básicamente, en una problemática de productividad y competitividad, 
tanto como ambiental, esta última considerada como la interacción de los 
componentes económicos, biofísicos, institucionales y socioculturales. Hasta 
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ahora, todos los esfuerzos por resolver el problema se han centrado en el factor 
social y preventivo: la negociación integral de conflictos, el uso sostenible del agua 
y la reducción en los niveles de contaminantes líquidos y sólidos generados por 
las curtiembres (Sanz y otros, 2007, Santos y otros, 2007, Burgos,J.D. y Santos T. 
F, 2008).  
Estas dos visiones de un problema ambiental común: la empresarial y la 
académica ponen en evidencia la desarticulación en los estudios e intervenciones 
ambientales, además, limitase estos a las curtiembres ubicadas en el 
Departamento de Cundinamarca y cuyos vertimientos afectan directamente al 
Distrito Capital, en franca omisión de la problemática en las otra regiones del país, 
como el departamento de Antioquia y la Costa Atlántica, en los cuales se asientan 
un gran número de industrias curtiembreras que también afectan el recurso hídrico 
colombiano.  
  
1.6 EFECTOS DEL CROMO SOBRE LA SALUD 
Los compuestos de cromo son considerados como sustancias cancerígenas para 
el ser humano, comprobados por la Agencia Internacional para la Investigación del 
Cáncer (IARC) y clasificados en el Grupo I. En Colombia, por reglamentaciones de 
salud ocupacional, las actividades económicas que los involucren son estimadas 
como de alto riesgo para el trabajador (Téllez y otros. 2004, U.S. DEPARTMENT OF 
HEALTH AND HUMAN SERVICES. 2008).  
El cromo es un oligoelemento presente en el organismo en forma trivalente Cr(III), 
indispensable en el metabolismo de la glucosa, colesterol y ácidos grasos y se 
adquiere a través de la dieta. Los hombres y los animales están expuestos al 
cromo por vía inhalatoria (aire), por la piel o por ingestión (productos agrícolas y 
agua), pero el mayor peligro ocupacional asociado a la manipulación del cromo es 
el procesamiento del metal de cromita para producir cromatos, en cuyo caso, el 
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cromo se encuentra como Cr(VI), además, entre las ocupaciones de riesgo están 
también: la minería, la preservación maderera, la galvanoplastia y las industrias: 
cementera, de pinturas, fotográfica, curtiembrera, entre otras (Cuberos y otros, 
2009). 
Toxicológicamente, el Cr(VI) es el más importante, se encuentra como cromatos, 
dicromatos y ácido crómico, se absorbe fácilmente por vía oral, respiratoria o 
dérmica, distribuyéndose a la médula ósea, los pulmones, los ganglios linfáticos, el 
bazo, los riñones y el hígado, produciendo efectos nocivos agudos y crónicos en la 
salud.  Una vez el Cr(VI) penetra a las membranas celulares se reduce a Cr(III) en 
las mitocondrias, en el núcleo y en el citoplasma por cuenta de reductores como el 
ácido ascórbico, el glutatión, las flavo enzimas y las riboflavinas; reducción que 
genera además radicales libres hidroxilo y oxígeno, formas reactivas susceptibles 
de alterar el ADN (Téllez y otros, 2004, U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND 
HUMAN SERVICES. 2008, Cuberos y otros, 2009).  
La acción tóxica del Cr(VI) se produce por acción cáustica directa, sensibilización 
cutánea, citotoxicidad e inflamación de neumocitos, interacción con biomoléculas, 
alteración de cromátidas hermanas, aberraciones cromosómicas y reacciones 
cruzadas en la cadena de ADN (Cuberos y otros, 2009). 
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL 
 
2.1      MATERIALES Y MÉTODOS 
La investigación se llevó a cabo en la Universidad Nacional de Colombia, Sede 
Medellín; en el laboratorio de Microbiología Industrial se realizó el aislamiento de 
las cepas bacterianas tolerantes al cromo hexavalente (Cr(VI)) y los ensayos 
fisicoquímicos para determinar la resistencia al Cr(VI) de estas cepas; en el 
laboratorio de Bioconversiones se cuantificó el Cr(VI) de los caldos de cultivo 
utilizados en los ensayos fisicoquímicos  usando la reacción de la difenilcarbazida 
(DFCZ),  este es el método colorimétrico para la determinación de Cr(VI) en 
medios de cultivo.  
La cuantificación de cromo total y del Cr(VI) presente en las aguas residuales se 
realizó por Espectrofotometría de Absorción Atómica en el Laboratorio de 
Servicios del Instituto de Química de la Universidad de Antioquia. 
2.1.1 Muestreos preliminares: En una empresa curtiembrera, localizada en el 
municipio de Itaguí, departamento de Antioquia, se determinó la concentración de 
Cr(VI) y cromo total en el agua de la canaleta principal de vertimiento de los 
efluentes industriales y en el sitio de vertimiento de los tanques de cromado, se 
comprobó la formación de biopelícula microbiana. 
2.1.2  Muestreo principal: Se utilizaron tres dispositivos de acrílico, cada uno 
conteniendo 450 perlas de borosilicato fueron esterilizados en un autoclave  
(Horizontal Type of Sterilizers, EA-620, Trident Medical Corporation, Taipei, 
Taiwan) (Figura 2a y 2b), se llevaron a la curtiembrera, se fijaron en el sitio de 
vertimiento de los tanques de cromado a una profundidad de 2.14 m. Allí, se 
mantuvieron durante cuatro semanas y periódicamente se midió: temperatura,  pH 
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(wtw, pH 315i, 2004, Merck, Weilheim, Germany), potencial redox (wtw, Electrod 
Sentix ORP, 2004, Merck, Weilheim, Germany)), oxígeno disuelto (wtw, Oxi 315Hi, 
2004, Merck, Weilheim, Germany)) y concentración de Cr (VI) y cromo total 
(Espectofotometría  de Absorción Atómica). 
 
Figura 2a. Dispositivo acanalado de acrílico transparente. AGHTM BIOFILM 
EUROPEAN WORKING GROUP. 1999. 
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Figura 2b. Dispositivo acanalado de acrílico transparente con perlas de 
borosilicato para obtener un crecimiento controlado de la biopelícula acuática.  
Adaptado de AGHTM BIOFILM EUROPEAN WORKING GROUP. 1999. 
2.1.3 Elección del medio de cultivo para el aislamiento de las cepas bacterianas 
tolerantes al Cr(VI) y para los ensayos fisicoquímicos de resistencia:  En el 
aislamiento de las cepas tolerantes al Cr(VI), se utilizó un medio mínimo, el medio 
de cultivo LB, que inhibe eficientemente el crecimiento de las cepas no deseadas, 
y en el cual, no hay posibilidad de que el cromo interactúe con sus componentes o 
las fuentes de carbono (Clausen, 2000, Merck. Manual Merck De Medios De 
Cultivos 2000, Matsumoto et al., 2007).  
Este medio se modificó con una fuente mínima de energía y de carbono, glucosa 
0.01%  p/v y enriquecido con Cr(III) ó Cr(VI).   
2.1.4 Aislamiento de cepas bacterianas tolerantes al Cr(VI) a partir de la 
biopelícula:  En la cuarta semana, los dispositivos de muestreo se sacaron del sitio 
y se llevaron al laboratorio de Microbiología Industrial, en la cabina de flujo laminar 
(CSB-85, Clase II Tipo A, C4, Cali, Colombia) y con material estéril se procesaron 
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así: de cada dispositivo las perlas de borosilicato se extrajeron con pinzas 
metálicas y se depositaron en nueve tubos de ensayo con 9 mL de solución 
tamponada, para eliminar los desechos, después de descartarlos, se procedió a 
desprender la biopelícula de las perlas de vidrio, pasando estas a otros nueve 
tubos de ensayo que contenían 9 mL de la solución tamponada y se sometieron a 
un baño ultrasónico de 80 W de potencia (Tabletop ultrasonic Cleaners, FS-20, 
Fischer Scientific, USA), durante tres minutos (Figura 3). 
Para realizar los aislamientos microbianos, la biopelícula en la solución tamponada 
se homogeneizó así: en tres beaker de 250 mL, se mezclaron los nueve tubos de 
ensayo de cada dispositivo respectivamente, de cada beaker se tomó de a 10 mL 
y se llevaron a tubos falcon, rotulados adecuadamente y almacenados en 
congelación para futuros ensayos moleculares. 
En cada uno de los tres beakers quedaron 71 mL, los cuales fueron distribuidos de 
la siguiente manera: en ocho beakers de 50 mL se habían depositado 45 mL de 
caldo LB enriquecidos así: dos beaker con caldo LB mas 4 ppm de Cr(III), dos 
beaker con caldo LB mas 62 ppm de Cr(III), dos beaker con caldo LB mas 3 ppm 
de Cr(VI) y dos beaker con caldo LB mas 174 ppm de Cr(VI), esto para cada uno 
de los dispositivos.  A cada uno de estos ocho beakers, se le agregó de a 5 mL del 
inoculo proveniente de cada uno de los tres beakers con 71 mL de la solución 
tamponada que contenía la biopelícula.  
El pH de los caldos contenidos en los ocho beakers, inoculados por dispositivo, 
había sido previamente al experimento fijado de la siguiente manera: 6.9 para los 
caldos enriquecidos con Cr(III) y 7.8 para los caldos enriquecidos con Cr(VI)  
(Figura 3). 
Los beakers inoculados se incubaron a 28.8°C, 75 rpm y aerobiosis en un agitador 
horizontal (Incubator Shaker, InnovaTM 4400, 2000, New Brounswick Scientific co. 
Inc, NJ, USA) durante 12 horas, después se hicieron repiques, por el método de 
agotamiento en superficie, en las respectivas cajas de petri con agar LB, 
previamente enriquecidos con la concentración de cromo correspondiente al caldo 
del cual se tomó el repique, (Figura 3).  
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Semanalmente, se procedió a subcultivar las cepas en cajas de petri con agar LB 
enriquecido con la respectiva concentración de cromo, y se observaban las 
características morfológicas macroscópicas (Leica ZoomTM, 2000, Leica 
Microsystems Inc., NY, USA) y microscópicas de las colonias (Leica CME, 2000, 
Leica Microsystems Inc., NY, USA), hasta obtener colonias aisladas.  
Posteriormente, éstas colonias se seleccionaron con base en su capacidad para 
crecer en caldo y agar LB enriquecidos con 250 y 222 ppm de Cr(VI) 
respectivamente, concentraciones próximas a la máxima observada en el sitio de 
vertimiento. Los repiques en agar LB se realizaron por los métodos de 
agotamiento en superficie y el de siembra en profundidad. 
Cada una de las cepas puras seleccionadas, se inoculó en caldo y en cajas con 
agar LB enriquecidos con 5 ppm de Cr(VI) y luego, se subcultivaron en tubos con 
agar LB inclinado, sin cromo, y después de observar el crecimiento bacteriano, se 
procedió a adicionar aceite mineral estéril a cada uno de los tubos y se 
almacenaron a 4º C, para futuros ensayos (Figura 4). 
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      SITIO DE VERTIMIENTO    
           
           
            
 
450 perlas estériles de borosilicato en cada dispositivo 
En cabina de flujo laminar abrir los dispositivos y extraer  las perlas, 
depositándolas en tubos de ensayo y agrupar estos según dispositivo 
de origen.          
           
           
           
     
Lavar las perlas y sonicarlas en un baño ultrasonido y adicionando a 
cada tubo 9 mL de solución tamponada estéril. 
 
Aislamiento Microbiano: Recoger la solución, homogeneizar la biopelícula 
desprendida con el ultrasonido, de cada dispositivo en 3 beakers. 
 
 
 
 
 
Cr(III)     Cr(III)                                                  
 4ppm    62ppm   
 
 
 
                            Cr(VI)     Cr (VI)   
                            3 ppm    174 ppm 
 
 
 
Incubación:  28.8°C, 75 rpm, aerobiosis  por 12 horas 
 
Repiques en Agar: 
 
 
 
 (Caldo LB con Cr(III)      ,caldo LB con Cr(VI)     , agar LB con  Cr(III)         y  
 
agar LB con Cr(VI)        )  aislamientos realizados por duplicado.  
Dispositivo  1 Dispositivo  2 Dispositivo 3   
5 mL 
inocul
o 
5 mL 
inocul
o 
5 mL 
inocul
o 
 
Figura 3. Aislamiento de Cepas Tolerantes al Cr(III) (color gris) y al Cr(VI) (color 
amarillo) a partir de la Biopelícula  Bacteriana. 
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Figura 4. Materiales y equipos usados en el aislamiento, purificación y 
conservación de las cepas tolerantes al Cr(VI). 
-  Caracterización bioquímica de los aislados bacterianos tolerantes al Cr(VI):  Con 
la galería API 50 CHB de BioMérieux que consiste en pruebas bioquímicas de 
fermentación de 40 carbohidrato para la identificación de los bacilos gram 
positivos. En cambio, los cocos gram positivos fueron caracterizados con las 
pruebas de la oxidasa, catalasa, coagulasa y el comportamiento bioquímico en el 
agar manitol sal. 
2.1.5  Ensayos fisicoquímicos para determinar la resistencia al Cr(VI) de las cepas 
tolerantes:  Con el fin, de realizar las cinéticas de crecimiento y de remoción de 
Cr(VI), se tomaron cada una las cepas tolerantes y se reactivaron por separado en 
8 beakers  con 30 mL de caldo LB  a un pH de 7.8 y se incubaron a 30ºC durante 
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84 horas, tiempo suficiente para observar cultivos turbios; posteriormente, se tomó 
1 mL de cada cultivo y se inoculó en tubos de ensayo con 9 mL de caldo LB 
enriquecido con Cr(VI) a una concentración inicial de 28.38 ppm  y cada 48 horas 
se realizó el muestreo de cada cepa, por duplicado  (Figura 5). Los controles de 
los ensayos fueron: 9 mL de caldo LB enriquecido con 28.38 ppm de Cr(VI), no 
inoculado y 9 mL de caldo LB, sin cromo, e inoculado con la cepa correspondiente. 
 
 
  Reactivación de las cepas en 30 mL de Caldo LB,  pH 7.8 
↓ 
 
    30 °C/ 84 horas/ 180 rpm 
↓ 
     1 mL de inoculo de cada cepa 
 
+ 
 9 mL de caldo LB con una concentración inicial de 28.38 ppm de Cr(VI) y a pH 7.8 
 
↓ 
 
     30 °C / 336 horas/ 180 rpm  
 
 ↓ 
 
Muestreo cada 48 horas por duplicado:  1 mL de muestra de cada cepa se tomaba para 
cuantificar la biomasa por espectrofotometría. a 600 nm; los 9 mL restantes se 
centrifugaban a 3100 rpm/15’ y 1.5 mL del sobrenadante se utilizaba para medir Cr(VI) por 
el método colorimétrico de la DFCZ.  
Figura 5. Procedimiento de la reactivación de las cepas tolerantes para realizar la 
cinética de crecimiento y la determinación de la resistencia al Cr(VI). 
Después de determinar cuáles eran las cepas más eficientes en la remoción de 
Cr(VI), cuya concentración inicial fue de 28.38 ppm, se procedió a realizar ensayos 
fisicoquímicos con éstas, y con un cultivo mixto, a pHs de 5.7  y de 7.8,  y con 
concentraciones iniciales de Cr(VI) de 500 ppm, incubadas bajo las condiciones de 
temperatura, agitación y aerobiosis descritas anteriormente. Los controles para 
todos los ensayos se hicieron en caldo  LB enriquecido con 500 ppm de Cr(VI) y no 
inoculado, esto para observar la posible reducción abiótica. 
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-  Análisis de cromo hexavalente:   En los ensayos fisicoquímicos se determinó la 
concentración de Cr(VI) por el método colorimétrico: la 1.5-difenilcarbazida (DFCZ) 
en medio ácido (H2SO4) al reaccionar con el Cr(VI) forma un complejo de color 
violeta, cuya intensidad se mide a 540 nm en un espectrofotómetro (Spectronic 20 
Genesis, Spectronic Instruments, NY, USA), y con un limite de detección de 5 µg 
L-1 (Figura 6).  
La solución de DFCZ se preparó diluyendo 0.3 g de DFCZ en 100 mL de etanol al 
95% y 400 mL de ácido sulfúrico 3.6 N (Fulladosa et al., 2006). Se construyó una 
curva de calibración corriendo estándares de Cr(VI) con concentraciones 
conocidas. 
Las muestras de los ensayos fisicoquímicos, se centrifugaron a 3100 rpm por 15 
minutos (Centrifuge Dynac, Clay Adams Divison of Becton Dickinson and 
Company, NY, USA) y del  sobrenadante se separó 1.5 mL., los cuales se diluían 
de ser necesario con agua grado reactivo y a 1 mL de la misma se le agregó 50 µL 
de la solución de DFCZ.  A cada muestra, se le estableció la concentración de 
Cr(VI) con respecto a la curva de calibración. 
 
Figura 6.  Materiales Utilizados en los Ensayos Fisicoquímicos para Determinar la 
Resistencia al Cr(VI) y su Remoción del Caldo LB: a la derecha método 
colorimétrico de la DFCZ  
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2.1.6 Microscopia Electrónica de Barrido de las Cepas MBB1, MBB2 y MBA,   para 
Detectar Posibles Alteraciones Morfológicas por Estrés Oxidativo: Las cepas 
MBB1, MBB2 y MBA se reactivaron como se describió anteriormente y 2 mL de 
estos cultivos se adicionaron a 18 mL de caldo LB suplementado con 888 ppm de 
Cr(VI). Se incubaron bajo las condiciones de temperatura, agitación y aerobiosis 
ya descritas. Después de 24 horas de incubación los cultivos se pasaron a través 
de filtros de membrana de 0.22 µm y se procesaron siguiendo el protocolo de 
preparación de muestras para microscopia electrónica de barrido (Smith et al., 
2000). 
 
2.2  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
2.2.1 Muestreos preliminares: En la canaleta principal de vertimientos que lleva las 
aguas al sistema de Empresas Públicas de Medellín, la concentración promedio 
de Cr(VI) fue de 16.96 ppm, muy por encima de la concentración máxima 
permitida (0.5 ppm), según el decreto 1594/84 (Articulo 74) (MINISTERIO DEL 
MEDIO AMBIENTE, 2002).  
La formación de la biopelícula acuática sobre perlas de borosilicato fue probada en 
el sitio de vertimiento de los tanques de cromado, según método estándar para 
evaluar la biopelícula acuática (AGHTM BIOFILM EUROPEAN WORKING 
GROUP. 1999).  
2.2.2 Muestreo principal: En la canaleta de los tanques de cromado, los valores 
promedios fisicoquímicos fueron: temperatura 24.5ºC, oxígeno disuelto 3.6 mg/L y 
pH 7.69 y predominaron las condiciones reductoras (Tabla 3 y Figura 7 y 8).  
Estos hallazgos sugieren gran actividad microbiana, significativamente más alta 
bajo condiciones reductoras prolongadas, como lo manifiesta Tokunaga et al, 
2003, y Bartlett, 1991; condiciones que se deben a que las cinéticas de reducción 
del cromo son  lentas en comparación con su oxidación, y también, a que los 
valores de E´ están ubicados en la zona de estabilidad del Cr(III), zona en donde 
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es posible la reducción de Cr(VI) a Cr(III), según Higuera et al., 2005; argumentos 
suficientes para considerar el sitio de muestreo como una fuente de 
microorganismos con potencial biorremediador de Cr(VI).  
Tabla 3. Parámetros fisicoquímicos de temperatura, oxígeno disuelto, pH, 
potencial redox, concentración de Cr(III) y concentración de  Cr(VI)  in situ. 
Fecha Temperatura °C Oxigeno mg/L Cr(III) ppm pH E´ (mv) Cr(VI) ppm
12-May 23,1 3,3 8,2 5,73 -140,3 174,0
16-May 27,2 2,1 13,4 7,97 -397,0 44,0
18-May 24,1 3,5 35,5 8,03 -223,6 19,6
19-May 23,6 2,8 16,4 4,77 104,6 273,9
23-May 23,5 4,3 18,1 8,17 -216,6 61,6
24-May 23,4 4,6 53,8 8,49 -201,7 88,1
25-May 24,2 4,3 46,2 8,44 -183,6 26,6
26-May 26,6 2,2 122,5 8,63 -238,0 8,6
31-May 22,8 4,0 3,9 8,51 -134,8 2,7
01-Jun 26,7 3,9 62,4 7,63 -182,6 13,5
07-Jun 24,1 4,7 103,6 8,29 -70,2 7,1
Promedio 24,5 3,6 44,0 7,69 -171,3 65,4
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Figura 7. Parámetros fisicoquímicos de temperatura (°C), oxígeno disuelto (mg/L) 
y pH durante el tiempo de desarrollo de la biopelícula en el sitio de vertimiento. 
Parámetros químicos in situ
-500.0
-400.0
-300.0
-200.0
-100.0
0.0
100.0
200.0
300.0
400.0
09-may 14-may 19-may 24-may 29-may 03-jun 08-jun 13-jun
Cr(III) ppm
E´ (mv)
Cr(VI) ppm
Figura 8. Parámetros químicos de Cr(III) (ppm), E´(mv) y Cr(VI) (ppm) durante el 
tiempo de desarrollo de la biopelícula en el sitio de vertimiento. 
Parámetros fisicoquímicos in situ 
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En la figura 7 y 8, la temperatura, el oxígeno disuelto y el pH presentaron un 
comportamiento muy uniforme y las variaciones en el potencial redox estuvieron 
perfectamente acopladas al aumento y disminución en la concentración de Cr(III) y 
de Cr(VI), así, a mayor concentración de Cr(VI) el potencial redox es más positivo 
y el sistema es oxidante, y a mayor concentración de Cr(III) el potencial redox es 
negativo y el sistema es reductor. Además, a su vez las variaciones en las 
concentraciones de Cr(III) y Cr(VI) están justificadas, si se tiene en cuenta que el 
oxígeno no esta excluido del sistema y que su exclusión es la condición esencial, 
que Bartlett 1991, refiere, para mantener un ambiente permanentemente reductor  
y al cromo reducido, completamente inmovilizado. 
2.2.3 Aislamiento y caracterización bioquímica de las cepas bacterianas tolerantes 
al Cr(VI) a partir de la biopelícula:  Se obtuvieron 8 cepas bacterianas tolerantes al 
Cr(VI), cultivándolas y subcultivandolas en medio LB, medio mínimo, que inhibe 
eficientemente el crecimiento de las cepas no deseadas, y en el cual, no hay 
posibilidad de que el cromo interactúe con sus componentes o las fuentes de 
carbono, tal y como lo observó Clausen, 2000.  
Las cepas aisladas fueron identificadas morfológicamente así: cinco bacilos gram 
positivos esporulados (Figura 9 y Figura 10), dos cocos gram positivos (Figura 
11) y un bacilo gram positivo de apariencia micelar  (Figura 12), (Anexo 1); de los 
cuales cinco pertenecían a la familia Bacillaceae, similar a lo reportado por 
Camargo et al., 2003, 2005,  en suelos contaminados con  Cr(VI),  y a lo reportado 
por Megharaj et al., 2003 y Martínez et al., 2006, quienes aislaron Bacillus sp. y 
Arthrobacter sp y Bacillus cereus y Arthrobacter sp., respectivamente, hallazgo 
muy significativo por que Arthrobacter, al igual que una de las cepas aisladas, a la 
que denominamos MBA, es un bacilo gram positivo de apariencia micelar, y 
perteneciente al orden de las Actinomycetales. 
También, es importante resaltar la capacidad de crecimiento anaerobio de la cepa 
denominada como MBB1, bacilo gram positivo esporulado, que fue capaz de 
crecer en profundidad en el agar LB con Cr(VI), capacidad que en ambientes 
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anaerobios contaminados con cromo sería de utilidad en los procesos de 
biorremediación. 
 
 
Figura 9. Cepas bacterianas MBB1, MBB3, MBB4 y MBB5 (de izquierda a 
derecha), características macroscópicas (Leica ZoomTM, 2000, Leica Microsystems 
Inc., NY, USA) y microscópicas con la coloración de Gram de la colonia (Leica 
CME, 2000, Leica Microsystems Inc., NY, USA)  
 
 
Figura 10.  Cepa bacteriana MBB2, característica macroscópica (Leica ZoomTM, 
2000, Leica Microsystems Inc., NY, USA) y microscópica con la coloración de 
Gram de la colonia (Leica CME, 2000, Leica Microsystems Inc., NY, USA).  
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Figura 11. Cepas bacterianas MBC1 y MBC2 (de izquierda a derecha), 
características macroscópicas (Leica ZoomTM, 2000, Leica Microsystems Inc., NY, 
USA) y microscópicas con la coloración de Gram de la colonia (Leica CME, 2000, 
Leica Microsystems Inc., NY, USA).  
 
 
Figura 12. Cepa bacteriana MBA, característica macroscópica (Leica ZoomTM, 
2000, Leica Microsystems Inc., NY, USA) y microscópica con la coloración de 
Gram de la colonia (Leica CME, 2000, Leica Microsystems Inc., NY, USA). 
Las cepas MBB2, MBB3, MBB4 y MBB5 fueron identificadas como Bacillus cereus 
98.7%, Brevibacillus brevis 98.1%, Bacillus stearothermophilus 97.7 %, y Bacillus 
megaterium 95.8% respectivamente (Kit API Biomeriux). De estos aislados 
Bacillus cereus y Bacillus megaterium, coinciden con aislados bacterianos nativos 
de ambientes contaminados con Cr(VI) y reportados por Camargo et al., 2003, 
Martínez et al, 2006 y por Quan et al., 2006. 
Al observar el aspecto macroscópico y microscópico de los aislados MBC1 y 
MBC2, se evidenció: MBC1 con forma redonda agrupados en tétradas y de color 
azul considerados cocos gram positivos, y MBC2 también, cocos gram positivos, 
pero agrupados en racimo; en lo macroscópico, las colonias MBC1 eran planas, 
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cremas y lobuladas, mientras las MBC2 umbonadas, blancas y de borde uniforme 
(Figura 11 y Anexo 1).    
Al realizar las pruebas bioquímicas a MBC1 y MBC2, se pudo observar que eran: 
oxidasa (negativa), catalasa (positiva), coagulasa (negativa) y en el medio de 
cultivo agar manitol sal, se presentaron colonias amarillas con halo, positivas para 
la fermentación del manitol, por lo tanto, se clasificaron como Micrococcus sp. Lo 
que concuerdan con los reportados por Clausen, 2000 y Camargo et al, 2005, 
quienes aislaron cepas nativas de ambientes contaminados con Cr(VI) y 
potencialmente biorremediadoras identificadas como: Micrococcus kristinae y M. 
luteus,  respectivamente. 
No se logró la caracterización bioquímica de la cepa MBB1, ni de la cepa MBA por 
falta de un KIT específico para ellas (Figura 9 y 12).  
2.2.4  Ensayos fisicoquímicos para determinar la resistencia al Cr(VI) de las 
cepas tolerantes:  
-  Cinéticas iniciales: Las cepas tolerantes fueron reactivadas en medio LB sin 
cromo y a un pH de 7.8, similar al del sitio de origen. Las cinéticas fueron 
realizadas a este mismo pH y se efectuaron dos replicas y en cada replica los 
ensayos se hicieron por duplicado.   
En la Figura 13, se puede observar la remoción de Cr(VI) realizada por las cepas 
tolerantes vs. el tiempo. En donde, la remoción a partir de una concentración 
inicial de 28.38 ppm, se calculó como: (Cr(VI) inicial – Cr(VI) en tiempo t) / Cr(VI) 
inicial * 100; y se obtuvieron los siguientes resultados:  el porcentaje final estuvo 
entre 91.89% para Brevibacillus brevis y 99.82% para MBA, la mayor remoción en 
menor tiempo lo logro el Bacillus cereus, 99.78% a las 96 horas,  le siguieron 
MBB1, 99.71% de remoción a las 144 horas y MBA, 99.14% de remoción a las 
192 horas (Figuras 14 y 15).  
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Las cepas tolerantes reactivadas en medio LB sin cromo, durante 84 horas, 
cuando se inocularon en medio LB con Cr(VI) lo removieron eficientemente. Algo 
semejante a lo que sucedió en los experimentos realizados por Ackerley et al., 
2006, con bacterias preadaptadas y no adaptadas al Cr(VI), y también, por Pal et 
al., 2005 y Priester et al., 2006, quienes observaron reducción de Cr(VI) en  
extractos celulares de bacterias cultivadas sin este.  
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Figura 13. Cinética de Remoción de Cr(VI) del Caldo LB de las Cepas Bacterianas  
Tolerantes (MBB1:cepa no identificada, MBB2: Bacillus cereus,  MBB3: 
Brevibacillus brevis, MBB4: Bacillus stearothermophilus, MBB5: Bacillus 
megaterium, MBC1: Micrococcus sp, MBC2:  Micrococcus sp Y MBA: cepa no 
identificada), ensayos realizados por duplicado. 
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Figura 14. Cinética de Remoción de Cr(VI) del Caldo LB de las cepas MBB1 y 
Bacillus cereus, ensayos realizados por duplicado. 
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Figura 15. Cinética de Remoción de Cr(VI) del Caldo LB de la cepa MBA, ensayos 
realizados por duplicado. 
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Bajo condiciones aerobias in vitro, la presencia de Cr(VI) en el cultivo, no influyó 
en la biomasa versus el tiempo y en el caso específico de los Micrococcus sp se 
presentó un decremento de la misma (Figura 16). Coincidiendo con lo reportado 
por Arias et al., 2003, Camargo et al., 2005, Lee et al., 2006 y Acevedo et al., 
2006. Este último cultivando Penicillium sp. y Aspergillus sp., nativos, los cuales 
cesaron su crecimiento a las 168 horas, debido al agotamiento de los nutrientes en 
el medio, y sin embargo, con porcentajes de remoción del Cr(VI) iguales a los 
observados a las 60 horas de cultivo, cuando están creciendo.
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Figura 16. Curva de Biomasa en la Cinética de Remoción de Cr(VI) de las cepas 
bacterianas tolerantes (MBB1:cepa no identificada, MBB2: Bacillus cereus,  MBB3: 
Brevibacillus brevis, MBB4: Bacillus stearothermophilus, MBB5: Bacillus 
megaterium, MBC1: Micrococcus sp, MBC2:  Micrococcus sp Y MBA: cepa no 
identificada), ensayos realizados por duplicado. 
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- Análisis estadístico de las cinéticas iniciales: Se realizó una prueba ANOVA a los 
datos obtenidos, midiendo el efecto de la cepa sobre el índice de crecimiento (IC) 
y sobre el porcentaje de remoción de Cr(VI). Se obtuvo que la cepa con relación al 
IC (IC= Abs. en tiempo t – Abs. en tiempo 0 / Abs. en tiempo) no tuvo un efecto 
significativo, por que el P-valor obtenido del análisis de varianza fue de 0.2859, 
con un intervalo de confianza del 95%; pero la cepa, si tuvo un efecto significativo 
sobre el porcentaje de remoción de Cr(VI) analizado a las 48 y a las 96 horas, ya 
que el P-valor obtenido fue 0.0000. Además, se hizo una prueba de intervalos 
múltiples (Multiple Range Tests), para determinar las diferencias significativas 
(Anexo 2). 
Con respecto al IC de las cepas cultivadas en presencia de cromo, lo anterior, no 
coincide con lo que expresan algunos autores como: Megharaj et al., 2003 y 
Urvashi et al., 2006, quienes obtienen para las cepas aisladas: Bacillus sp. y 
Arthrobacter sp y para la cepa pura de Providencia sp., una relación entre el 
incremento de su biomasa y la reducción de Cr(VI);  sin embargo, si coincide con 
Arias et al., 2003, Camargo et al., 2005, Lee et al., 2006, Donmez et al., 2005 y 
Quan et al., 2006 quienes no observan tal relación para los consorcios bacterianos 
nativos de ambientes anaerobios y aerobios o para los cultivos mixtos, y además, 
señalan el poco efecto que tiene el Cr(VI) en sus tasas de crecimiento. 
Del análisis de las cinéticas iniciales y los ensayos realizados por los autores 
arriba mencionados, se podría decir que el Cr(VI) es tóxico, también para éstas 
bacterias, probablemente debido al estrés oxidativo, como anota Ackerley et al., 
2006, y que su remoción, podría obedecer a fenómenos de detoxificación celular, 
adquiridos por las bacterias en ambientes contaminados, mecanismo que 
contribuye a la supervivencia de los microorganismos. 
-  Cinéticas de remoción de Cr(VI) de MBB1, Bacillus cereus (MBB2), MBA y 
Cultivo mixto (MBB1, Bacillus cereus y MBA): Basados en el análisis de los 
resultados de las cinéticas iniciales, se realizaron cinéticas de remoción de 500 
ppm de Cr(VI), a pH alcalino (7.8) y a pH acido (5.7), utilizando las cepas más 
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eficientes. Se efectuaron dos replicas a cada pH y en cada replica los ensayos se 
hicieron por duplicado.   
A pH alcalino se obtuvieron porcentajes de remoción final entre 60.29 y 83.83%, 
superiores a las realizadas con las mismas cepas a pH ácido, cuyos porcentajes 
estuvieron entre 54.91 y 65.74 (Figura 17 y 18).  El IC de estas cepas y del cultivo 
mixto, también mostró que el pH alcalino influye positivamente en la biomasa.  
 
Figura 17. Cinética de Remoción de Cr(VI) de las cepas MBB1, Bacillus cereus 
(MBB2), MBA y Cultivo mixto a pH ácido, ensayos realizado por duplicados. Las 
barras representan el error estándar. 
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Figura 18. Cinética de Remoción de Cr(VI) de las cepas MBB1, Bacillus cereus 
(MBB2), MBA y Cultivo mixto a pH alcalino, ensayos realizado por duplicados. Las 
barras representan el error estándar. 
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Al analizar cada uno de los experimentos, se pudo observar en el cultivo mixto que 
el mayor porcentaje de remoción final a pH ácido, fue de 65.74%, y un porcentaje 
de 74.16%, a pH alcalino, inclusive por encima de lo removido por Bacillus cereus 
y MBA, lo que probablemente se deba a un efecto sinérgico. Por cuanto, la cepa 
MBB1 presentó el menor y el mayor porcentaje de remoción final: 54.91% y 
83.83%, a pH ácido y alcalino respectivamente, por lo que se podría decir que la 
sinergia se dio entre las cepas Bacillus cereus y MBA. 
Además, el pH tuvo un efecto significativo sobre el IC de los cultivos, y es así, 
como a pH ácido las cepas tuvieron IC finales entre 0.05 (MBA) y 0.41 (Bacillus 
cereus), e incluso, en algún momento este fue negativo para  Bacillus cereus y 
para MBA, mientras a pH alcalino, el IC estuvo entre 0.59 (MBA) y 1.30 (MBB1) 
con un incremento a través del tiempo (Figura 19 y 20). 
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Figura 19. Índice de Crecimiento en la Cinética de Remoción de Cr(VI) de MBB1, 
Bacillus cereus (MBB2), MBA y Cultivo mixto a pH ácido, ensayos realizados por 
duplicado. Las barras representan el error estándar. 
 
Figura 20. Índice de Crecimiento en la cinética de Remoción de Cr(VI) de MBB1, 
Bacillus cereus (MBB2), MBA y Cultivo mixto a pH alcalino, ensayos realizados por 
duplicado. Las barras representan el error estándar. 
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-  Análisis estadístico de las cinéticas de MBB1, Bacillus cereus, MBA y Cultivo 
mixto: Se realizó una prueba ANOVA, en la cual el pH tuvo un efecto significativo 
sobre el I.C, con un intervalo de confianza de 95%, ya que el P-valor fue 0.0000. 
Con respecto a la remoción de Cr(VI) se evidenció el efecto significativo del pH al 
analizar el P-valor: a las 216 horas  0.0000, a las 360 horas 0.0094 y a las 432 
horas  0.0164 (Anexo 3). 
En síntesis, el índice de crecimiento y el porcentaje de remoción de Cr(VI) tienen 
un comportamiento favorable a pH alcalino (Figura 21 y 22), datos similares 
reportaron Camargo et al., 2003, indicando al cromato como la especie dominante 
de Cr(VI) a pH entre 6.5 y 9. De igual, manera Clausen, 2000 con aislados 
capaces de remediar cobre, cromo y arsénico; y Donmez et al., 2005, con 
bacterias resistentes a estos metales, a un pH establecido de 8.0, asumieron 
desde el comienzo que la remoción del cromo se ve afectada por el pH. 
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Figura 21. Índice de crecimiento de MBB1, Bacillus cereus, MBA y Cultivo mixto a 
pH ácido y alcalino, ensayos realizados por duplicado. Las barras representan el 
error estándar. 
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Figura 22. Remoción de Cr(VI) promedio de MBB1, Bacillus cereus, MBA y Cultivo 
mixto a pH ácido y alcalino, ensayos realizados por duplicado. Las barras 
representan el error estándar. 
   42 
Después de analizar y partiendo de la base de que de las cepas aisladas 
provienen de un efluente de tanques de cromado, y este como señala Tadesse et 
al., 2005, tiene una muy alta concentración de Ca(OH)2, ampliamente utilizado en 
la industria curtiembrera, que le confiere alcalinidad; la remoción de Cr(VI) estará 
favorecida a efectuarse a pHs alcalinos, y además, este pH marcaría la diferencia 
en el índice de crecimiento, como se puede observar para la cepa MBB1 (Figura 
23 y 24). 
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Figura 23. Efecto significativo del pH a través del tiempo sobre el Índice de 
crecimiento de MBB1.  
 
Figura 24. Efecto significativo del pH a través del tiempo sobre el porcentaje de 
remoción del Cr(VI) de MBB1.
   44 
Los resultados obtenidos durante la investigación, demuestran que la resistencia 
al Cr(VI) que poseen todas las cepas aisladas de la biopelícula nativa, puede ser 
una consecuencia de una presión selectiva del ambiente; tal y como lo plantean en 
sus experimentos: Ackerley et al., 2004, Camargo et al., 2005 y Martínez et al., 
2006, el primero justifica las bajas tasas de crecimiento bacteriano, en que estas, 
serian claves para una máxima expresión de genes importantes en la 
detoxificación.  
Además, cabe resaltar la importancia de las bacterias heterótrofas en la  
biorremediación de Cr(VI), por ser los ambientes contaminados con este metal, 
una  mezcla de contaminantes orgánicos e inorgánicos y porque la fuente de 
energía de las heterótrofas proviene precisamente de los compuestos orgánicos, 
mientras las bacterias quimilitoautótrofas, obtienen la energía y el poder reductor 
de compuestos  químicos inorgánicos reducidos total o parcialmente (Madigan et 
al., 2004),  desfavoreciéndose la adaptación de las quimilitoautótrofas en estos 
ambientes, en  donde, también, se ha comprobado que los hongos tienen una 
resistencia 2 a 4 veces  menor que las bacterias heterótrofas (Clausen, 2000). 
2.2.5  Microscopia electrónica de barrido: Con esta técnica se observaron 
diferentes tipos de respuesta de las cepas frente al estrés oxidativo por Cr(VI), es 
así como: las cepas MBB1, Bacillus cereus y MBA, fueron capaces de tolerar 
concentraciones de Cr(VI) de 888 ppm, sin presentar daños en su estructura 
externa, y exhibiendo distintos grados de adaptación, por ejemplo, la cepa MBB1 
sufrió agregación (Figuras 25 y 26), el Bacillus cereus se esporuló (Figuras 27 y 
28) y la MBA presentó un cuerpo fructifero (Figuras 29 y 30).   
Estos cambios morfológicos, también fueron reportados por Lin, 2006 en bacterias 
aisladas de rocas contaminadas con Cr(VI) y sometidas experimentalmente a 500 
ppm, y por Ackerley et al., 2006, en donde las bacterias no adaptadas al Cr(VI), lo 
transforman, y alteran su morfología en respuesta al estrés oxidativo. 
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Figura 25. Microfotografía electrónica de barrido de MBB1 en ausencia de Cr(VI) 
(12,000 magnificaciones).  
 
 
 
 
 
 
 
  Figura 26. Microfotografía electrónica de barrido de MBB1 en un cultivo con 888 
ppm de Cr(VI)  después de 24 horas (15,000 magnificaciones). 
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Figura 27. Microfotografía electrónica de barrido de Bacillus cereus en ausencia 
de Cr(VI) (6,000 magnificaciones). 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Microfotografía electrónica de barrido de Bacillus cereus en un cultivo 
con 888 ppm de Cr(VI) después de 24 horas (5,500 magnificaciones). 
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Figura 29. Microfotografía electrónica de barrido de MBA en ausencia de Cr(VI) 
(9,000 magnificaciones). 
  
 
 
 
 
 
Figura 30. Microfotografía electrónica de barrido de MBA en un cultivo con 888 
ppm de Cr(VI) y después de 24 horas (8,500 magnificaciones).  
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3 CONCLUSIONES 
 
Se concluye que en el sitio de vertimiento de los tanques de cromado de la 
empresa curtiembrera, hay una gran actividad microbiana, por los valores 
fisicoquímicos promedios encontrados: temperatura 24.5ºC, oxigeno disuelto 3.6 
mg/L y pH 7.69, y por las condiciones reductoras predominantes, que influyeron en 
la fluctuación del Cr(VI) entre 3 y 274 ppm, sugiriéndose de esta forma una posible 
reducción microbiana de Cr(VI) a Cr(III), por lo que, este ambiente se constituyó 
en una excelente fuente de microorganismos con potencial biorremediador de 
Cr(VI).  
Todas las cepas aisladas fueron eficientes en la remoción del Cr(VI): MBB1, 
Bacillus cereus, Brevibacillus brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus 
megaterium, MBA y dos cepas de Micrococcus sp., a pesar de ser reactivadas en 
un medio simple carente de cromo, entonces se podría decir que este 
comportamiento se debe a mecanismos de detoxificación bacteriana, entre los que 
se reportan en la literatura principalmente: las reducciones enzimáticas y los 
fenómenos de biosorción. 
En el medio de cultivo caldo LB, el porcentaje de remoción de Cr(VI) estuvo entre 
91.89% y 99.82%, siendo este último el obtenido por la cepa MBA a las 336 horas, 
y la mayor remoción en menor tiempo llevándola a cabo la cepa de Bacillus 
cereus, 99.78% de reducción a las 96 horas, seguida por la cepa MBB1, 99.71% 
de remoción a las 144 horas. 
El crecimiento bacteriano no se afectó por la presencia del Cr(VI) en el caldo LB; 
sin embargo, en la remoción de Cr(VI) se observó la diferencia entre cepas, lo que 
sugiere que el crecimiento bacteriano de algunas cepas biorremediadoras y la 
remoción de Cr(VI) no están necesariamente relacionados. 
   49 
Las cepas con más capacidad de remoción de Cr(VI) fueron: MBB1, Bacillus 
cereus, MBA y un cultivo mixto de las tres, y se observó que el índice de 
crecimiento y el porcentaje de remoción de Cr(VI) se favorecen a pH alcalino, por 
que se obtuvieron porcentajes de remoción final entre 60.29 y 83.83%, superiores 
a los porcentajes obtenidos a pH ácido entre 54.91 y 65.74, y el índice de 
crecimiento de los cultivos, estuvo entre 0.59 y 1.30, mientras a pH ácido estuvo 
entre 0.05  y 0.41, lo que probablemente sea una adaptación de las bacterias al 
pH que predomina en el sitio de vertimiento de los tanques de cromado. 
El cultivo mixto dio resultados interesantes tanto a pH acido como alcalino y se 
obtuvo un porcentaje de remoción final de 65.74%, a pH ácido y un porcentaje de 
74.16% a pH alcalino, por encima de lo removido por las cepas de Bacillus cereus 
y MBA. Considerando que la cepa MBB1 presentó el menor porcentaje de 
remoción a pH ácido, 54.91% y el mayor a pH alcalino, 83.83%, es probable que 
se haya presentado una sinergia en el cultivo mixto a ambos pHs, entre las cepas 
Bacillus cereus y MBA.  
Es importante señalar que el sitio de origen de las cepas aisladas, es un efluente 
de tanques de cromado con una muy alta concentración de Ca(OH)2, el cual le 
confiere alcalinidad; por lo tanto, la remoción de Cr(VI) estaría favorecida a 
realizarse a pHs alcalinos y de la misma manera esto marcó la diferencia en el 
índice de crecimiento a éste pH. 
Por los resultados de esta investigación y por lo que diferentes autores reportan, 
sería recomendable realizar estudios moleculares sobre estas cepas y estudios de 
sinergia entre ellas. 
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ANEXOS 
 
Anexo 1. Características Morfológicas Macroscópicas y Microscópicas de las 
Cepas Bacterianas en los médios de cultivo caldo y agar LB. 
CEPA CARACTERÍSTICAS
MORFOLÓGICAS
MACROSCÓPICAS DE LA
COLONIA EN MEDIO SÓLIDO
CARACTERÍSTICAS
MORFOLÓGICAS
MACROSCÓPICAS DE LA
COLONIA EN CALDO
COLORACIÓN DE GRAM
MBB1
Pequeña, redonda, umbonada,
terracota, brillante y borde
uniforme
Floculos grandes en un
medio transparente
Bacilos gram positivos, delgados, borde
cuadrado y  1µm de longitud
MBB2
Deslizante, blanca y opaca Turbidez franca
Bacilos gram positivos, gruesos, enrollados,
borde cuadrado, 2 µm de longitud y
esporulados
MBB3
Mediana, redonda, translucida,
opaca, umbelicada y borde
irregular
Turbidez muy leve
Bacilos gram positivos, gruesos, borde oval,
1µm de longitud y esporulados
MBB4
Pequeña, redonda, plana,
translucida, opaca, umbelicada
y borde irregular
Película en la superficie y
turbidez moderada
Bacilos gram positivos, delgados, borde
ligeramente curvo, 6 µm de longitud y
esporulados
MBB5
Mediana, redonda, plana,
rugosa, translucida, umbonada
y borde enraizado
Película en la superficie y
turbidez muy leve
Bacilos gram positivos, gruesos, borde
ovalado, 3 µm de longitud y esporulados
MBC1
Grande, redonda, plana, crema,
brillante y lobulada 
Turbidez franca Cocos gram positivos que forman tétradas
MBC2
Mediana, redonda, levantada,
blanca, brillante y borde
uniforme
Turbidez moderada Cocos gram positivos que forman  acumulos
MBA
Grande, semioval, plana,
rugosa, opaca y borde irregular
Turbidez moderada
Bacilos gram positivos, gruesos y 11µm de
longitud
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Anexo 2.  Multifactor ANOVA. Análisis estadístico de las cinéticas iniciales. 
 
Multifactor ANOVA - IC 
 
Analysis Summary 
 
Dependent variable: I.C. 
Factors:         Cepa 
 
Number of complete cases: 28 
 
 
Analysis of Variance for I.C. - Type III Sums of Squares 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
 A:Cepa                      33,1105      7        4,73008       1,33     0,2859 
 
RESIDUAL                     70,9148     20        3,54574 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORRECTED)            104,025     27 
-------------------------------------------------------------------------------- 
All F-ratios are based on the residual mean square error. 
 
 
 
Multiple Range Tests for I.C. by Cepa 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Method: 95,0 percent LSD 
Cepa           Count     LS Mean           Homogeneous Groups 
-------------------------------------------------------------------------------- 
c2             4         -0,2005           X  
b3             2         -0,035            XX 
b2             2         -0,0275           XX 
c1             4         0,01025           X  
b1             4         0,854             XX 
b4             4         1,3925            XX 
a               4         1,74375           XX 
b5             4         3,01775            X 
   62 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contrast                                 Difference           +/-  Limits 
-------------------------------------------------------------------------------- 
a - b1                                   0,88975              2,77745            
a - b2                                   1,77125              3,40167            
a - b3                                   1,77875              3,40167            
a - b4                                   0,35125              2,77745            
a - b5                                   -1,274               2,77745            
a - c1                                   1,7335               2,77745            
a - c2                                   1,94425              2,77745            
b1 - b2                                  0,8815               3,40167            
b1 - b3                                  0,889                3,40167            
b1 - b4                                  -0,5385              2,77745            
b1 - b5                                  -2,16375             2,77745            
b1 - c1                                  0,84375              2,77745            
b1 - c2                                  1,0545               2,77745            
b2 - b3                                  0,0075               3,9279             
b2 - b4                                  -1,42                3,40167            
b2 - b5                                  -3,04525             3,40167            
b2 - c1                                  -0,03775             3,40167            
b2 - c2                                  0,173                3,40167            
b3 - b4                                  -1,4275              3,40167            
b3 - b5                                  -3,05275             3,40167            
b3 - c1                                  -0,04525             3,40167            
b3 - c2                                  0,1655               3,40167            
b4 - b5                                  -1,62525             2,77745            
b4 - c1                                  1,38225              2,77745            
b4 - c2                                  1,593                2,77745            
b5 - c1                                 *3,0075               2,77745            
b5 - c2                                 *3,21825              2,77745            
c1 - c2                                  0,21075              2,77745            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* denotes a statistically significant difference. 
 
Multifactor ANOVA – Remoción de Cr(VI) 48 h 
 
Analysis Summary 
 
Dependent variable: Remoc 48 h 
Factors:         Cepa 
 
Number of complete cases: 47 
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Analysis of Variance for Remoc 48 h - Type III Sums of Squares 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
 A:Cepa                      11039,5      7        1577,07      10,61     0,0000 
 
RESIDUAL                     5799,47     39        148,704 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORRECTED)            16838,9     46 
-------------------------------------------------------------------------------- 
All F-ratios are based on the residual mean square error. 
 
 
Multiple Range Tests for Remoc 48 h by Cepa 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Method: 95,0 percent LSD 
Cepa           Count     LS Mean           Homogeneous Groups 
-------------------------------------------------------------------------------- 
b3             6         43,1567           X     
b5             6         53,61             XX    
b4             6         60,405             XX   
c2             6         68,6083             XX  
a              6         74,6617              X  
c1             5         77,082               X  
b1             6         79,155               X  
b2             6         94,9217               X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contrast                                 Difference           +/-  Limits 
-------------------------------------------------------------------------------- 
a - b1                                   -4,49333             14,2407            
a - b2                                  *-20,26               14,2407            
a - b3                                  *31,505               14,2407            
a - b4                                  *14,2567              14,2407            
a - b5                                  *21,0517              14,2407            
a - c1                                   -2,42033             14,9358            
a - c2                                   6,05333              14,2407            
b1 - b2                                 *-15,7667             14,2407            
b1 - b3                                 *35,9983              14,2407            
b1 - b4                                 *18,75                14,2407            
b1 - b5                                 *25,545               14,2407            
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b1 - c1                                  2,073                14,9358            
b1 - c2                                  10,5467              14,2407            
b2 - b3                                 *51,765               14,2407            
b2 - b4                                 *34,5167              14,2407            
b2 - b5                                 *41,3117              14,2407            
b2 - c1                                 *17,8397              14,9358            
b2 - c2                                 *26,3133              14,2407            
b3 - b4                                 *-17,2483             14,2407            
b3 - b5                                  -10,4533             14,2407            
b3 - c1                                 *-33,9253             14,9358            
b3 - c2                                 *-25,4517             14,2407            
b4 - b5                                  6,795                14,2407            
b4 - c1                                 *-16,677              14,9358            
b4 - c2                                  -8,20333             14,2407            
b5 - c1                                 *-23,472              14,9358            
b5 - c2                                 *-14,9983             14,2407            
c1 - c2                                  8,47367              14,9358            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* denotes a statistically significant difference. 
 
Multifactor ANOVA – Remoción Cr(VI) 96 h 
 
Analysis Summary 
 
Dependent variable: Remoc 96 h 
Factors:         Cepa 
 
Number of complete cases: 48 
 
Analysis of Variance for Remoc 96 h - Type III Sums of Squares 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
 A:Cepa                       9276,9      7        1325,27      25,39     0,0000 
 
RESIDUAL                     2087,49     40        52,1874 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORRECTED)            11364,4     47 
-------------------------------------------------------------------------------- 
 
 
   65 
Multiple Range Tests for Remoc 96 h by Cepa 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Method: 95,0 percent LSD 
Cepa           Count     LS Mean           Homogeneous Groups 
-------------------------------------------------------------------------------- 
b3             6         56,8533           X     
b5             6         66,5933            X    
b4             6         71,2017            X    
c2             6         81,03               X   
a              6         86,075              XX  
c1             6         92,62                XX 
b1             6         93,0833              XX 
b2             6         99,7833               X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contrast                                 Difference           +/-  Limits 
-------------------------------------------------------------------------------- 
a - b1                                   -7,00833             8,42957            
a - b2                                  *-13,7083             8,42957            
a - b3                                  *29,2217              8,42957            
a - b4                                  *14,8733              8,42957            
a - b5                                  *19,4817              8,42957            
a - c1                                   -6,545               8,42957            
a - c2                                   5,045                8,42957            
b1 - b2                                  -6,7                 8,42957            
b1 - b3                                 *36,23                8,42957            
b1 - b4                                 *21,8817              8,42957            
b1 - b5                                 *26,49                8,42957            
b1 - c1                                  0,463333             8,42957            
b1 - c2                                 *12,0533              8,42957            
b2 - b3                                 *42,93                8,42957            
b2 - b4                                 *28,5817              8,42957            
b2 - b5                                 *33,19                8,42957            
b2 - c1                                  7,16333              8,42957            
b2 - c2                                 *18,7533              8,42957            
b3 - b4                                 *-14,3483             8,42957            
b3 - b5                                 *-9,74                8,42957            
b3 - c1                                 *-35,7667             8,42957            
b3 - c2                                 *-24,1767             8,42957            
b4 - b5                                  4,60833              8,42957            
b4 - c1                                 *-21,4183             8,42957            
b4 - c2                                 *-9,82833             8,42957            
b5 - c1                                 *-26,0267             8,42957            
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b5 - c2                                 *-14,4367             8,42957            
c1 - c2                                 *11,59                8,42957            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* denotes a statistically significant difference. 
 
 
Anexo 3. Multifactor ANOVA. Análisis estadístico de las cinéticas de MBB1, 
Bacillus cereus, MBA y Cultivo mixto. 
 
Multifactor ANOVA - I.C. 
 
Analysis Summary 
 
Dependent variable: I.C. 
Factors:  
        pH 
        Cepa 
 
Number of complete cases: 32 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
 A:pH                        5,14964      1        5,14964      30,87     0,0000 
 B:Cepa                     0,729102      3       0,243034       1,46     0,2512 
 
INTERACTIONS 
 AB                          1,09549      3       0,365162       2,19     0,1155 
 
RESIDUAL                     4,00328     24       0,166803 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORRECTED)            10,9775     31 
-------------------------------------------------------------------------------- 
All F-ratios are based on the residual mean square error. 
 
 
Multiple Range Tests for I.C. by pH 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Method: 95,0 percent LSD 
pH             Count     LS Mean           Homogeneous Groups 
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-------------------------------------------------------------------------------- 
5,71           16        0,177563          X  
7,8            16        0,979875           X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contrast                                 Difference           +/-  Limits 
-------------------------------------------------------------------------------- 
5,71 - 7,8                              *-0,802312            0,298021           
-------------------------------------------------------------------------------- 
* denotes a statistically significant difference. 
 
 
Multiple Range Tests for I.C. by Cepa 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Method: 95,0 percent LSD 
Cepa           Count     LS Mean           Homogeneous Groups 
-------------------------------------------------------------------------------- 
a              8         0,354375          X 
C.mix          8         0,561125          X 
b2             8         0,62475           X 
b1             8         0,774625          X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contrast                                 Difference           +/-  Limits 
-------------------------------------------------------------------------------- 
C.mix - a                                 0,20675              0,421465           
C.mix - b1                                -0,2135              0,421465           
C.mix - b2                                -0,063625            0,421465           
a - b1                                   -0,42025             0,421465           
a - b2                                   -0,270375            0,421465           
b1 - b2                                  0,149875             0,421465           
-------------------------------------------------------------------------------- 
* denotes a statistically significant difference. 
 
 
Multifactor ANOVA – Remoción Cr(VI) 216 h 
 
Analysis Summary 
 
Dependent variable: Remoc 216 h 
Factors:  
        Cepa 
        pH 
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Number of complete cases: 32 
 
Analysis of Variance for Remoc 216 h - Type III Sums of Squares 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
 A:Cepa                      212,149      3        70,7163       1,04     0,3929 
 B:pH                        5644,27      1        5644,27      82,99     0,0000 
 
INTERACTIONS 
 AB                          277,347      3        92,4489       1,36     0,2790 
 
RESIDUAL                     1632,28     24        68,0118 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORRECTED)            7766,05     31 
-------------------------------------------------------------------------------- 
All F-ratios are based on the residual mean square error. 
 
 
Multiple Range Tests for Remoc 216 h by Cepa 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Method: 95,0 percent LSD 
Cepa           Count     LS Mean           Homogeneous Groups 
-------------------------------------------------------------------------------- 
b2             8         44,8287           X 
a              8         49,04             X 
C.mix          8         51,0162           X 
b1             8         51,2488           X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contrast                                 Difference           +/-  Limits 
-------------------------------------------------------------------------------- 
C.mix - a                                1,97625              8,51043            
C.mix - b1                               -0,2325              8,51043            
C.mix - b2                               6,1875               8,51043            
a - b1                                   -2,20875             8,51043            
a - b2                                   4,21125              8,51043            
b1 - b2                                  6,42                 8,51043            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* denotes a statistically significant difference. 
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Multiple Range Tests for Remoc 216 h by pH 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Method: 95,0 percent LSD 
pH             Count     LS Mean           Homogeneous Groups 
-------------------------------------------------------------------------------- 
5,71           16        35,7525           X  
7,8            16        62,3144            X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contrast                                 Difference           +/-  Limits 
-------------------------------------------------------------------------------- 
5,71 - 7,8                              *-26,5619             6,01778            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* denotes a statistically significant difference. 
 
 
Multifactor ANOVA – Remoción Cr(VI) 360 h 
 
Analysis Summary 
 
Dependent variable: Remoc 360 h 
Factors:  
        Cepa 
        pH 
 
Number of complete cases: 30 
 
Analysis of Variance for Remoc 360 h - Type III Sums of Squares 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
 A:Cepa                      750,327      3        250,109       1,60     0,2177 
 B:pH                        1264,16      1        1264,16       8,09     0,0094 
 
INTERACTIONS 
 AB                          328,118      3        109,373       0,70     0,5619 
 
RESIDUAL                     3436,11     22        156,187 
-------------------------------------------------------------------------------- 
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TOTAL (CORRECTED)            6129,65     29 
-------------------------------------------------------------------------------- 
All F-ratios are based on the residual mean square error. 
 
 
 
 
 
Multiple Range Tests for Remoc 360 h by Cepa 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Method: 95,0 percent LSD 
Cepa           Count     LS Mean           Homogeneous Groups 
-------------------------------------------------------------------------------- 
a              6         57,6388           X  
b2             8         65,5637           XX 
b1             8         69,6587           XX 
C.mix          8         72,1225            X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contrast                                 Difference           +/-  Limits 
-------------------------------------------------------------------------------- 
C.mix - a                                *14,4837              13,9974            
C.mix - b1                                2,46375              12,9591            
C.mix - b2                                6,55875              12,9591            
a - b1                                   -12,02               13,9974            
a - b2                                   -7,925               13,9974            
b1 - b2                                  4,095                12,9591            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* denotes a statistically significant difference. 
 
 
Multiple Range Tests for Remoc 360 h by pH 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Method: 95,0 percent LSD 
pH             Count     LS Mean           Homogeneous Groups 
-------------------------------------------------------------------------------- 
5,71           16        59,5794           X  
7,8            14        72,9125            X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contrast                                 Difference           +/-  Limits 
-------------------------------------------------------------------------------- 
5,71 - 7,8                              *-13,3331             9,48509            
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-------------------------------------------------------------------------------- 
* denotes a statistically significant difference. 
 
Multifactor ANOVA – Remoción Cr(VI) 432 h 
 
Analysis Summary 
 
Dependent variable: Remoc 432 h 
Factors:  
        Cepa 
        pH 
 
Number of complete cases: 30 
 
Analysis of Variance for Remoc 432 h - Type III Sums of Squares 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Source                Sum of Squares     Df    Mean Square    F-Ratio    P-Value 
-------------------------------------------------------------------------------- 
MAIN EFFECTS 
 A:Cepa                      226,215      3        75,4051       0,53     0,6649 
 B:pH                        956,235      1        956,235       6,75     0,0164 
 
INTERACTIONS 
 AB                          1007,57      3        335,858       2,37     0,0980 
 
RESIDUAL                     3116,15     22        141,643 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORRECTED)            5254,74     29 
-------------------------------------------------------------------------------- 
All F-ratios are based on the residual mean square error. 
 
 
 
 
 
Multiple Range Tests for Remoc 432 h by Cepa 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Method: 95,0 percent LSD 
Cepa           Count     LS Mean           Homogeneous Groups 
-------------------------------------------------------------------------------- 
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b2             7         62,7625           X 
a              8         67,3462           X 
b1             7         69,3712           X 
C.mix          8         69,9537           X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contrast                                 Difference           +/-  Limits 
-------------------------------------------------------------------------------- 
C.mix - a                                 2,6075               12,341             
C.mix - b1                                0,5825               12,7742            
C.mix - b2                                7,19125              12,7742            
a - b1                                   -2,025               12,7742            
a - b2                                   4,58375              12,7742            
b1 - b2                                  6,60875              13,1931            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* denotes a statistically significant difference. 
 
 
 
 
Multiple Range Tests for Remoc 432 h by pH 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Method: 95,0 percent LSD 
pH             Count     LS Mean           Homogeneous Groups 
-------------------------------------------------------------------------------- 
5,71           16        61,6687           X  
7,8            14        73,0481            X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contrast                                 Difference           +/-  Limits 
-------------------------------------------------------------------------------- 
5,71 - 7,8                              *-11,3794             9,0327             
-------------------------------------------------------------------------------- 
* denotes a statistically significant difference. 
 
